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論文内容要旨
 Sutheriandら(1949)は消化管粘膜の抽出物申に膵グルカゴンと共通する生物学的活性
 のあることをみいだし,さらに,Ungerら(1961)は膵グルカゴンに対する抗血清が膵グルカ
 ゴンのみならず,種々の動物の消化管粘膜抽出物とも交差反応をする事実を発見した。それ以来,
 この消化管由来の交差免疫物質はGutglucagon-likeimmunoreactivity(以下GI・1と略記)
 と呼ばれている。GLIの生物学的作用については未だ一定の見解が得られていないので,私は
 この問題を解明しようと考えて,犬の小腸粘膜からGLIを抽出してゲル濾過を行い,免疫学的
 アフィニティークロマトグラフィーにより精製し,この精製したGLIを使用して犬におけるイ
 ンスリン分泌作用と血糖上昇作用,ラットにおける脂肪分解作用を検討した。
実験方法
 1,GLIの抽出と精製屠殺直後の雑種犬から十二指腸を除く小腸粘膜を剥離しホモジネー
 トを作製し,Kennyの方法にしたがって,酸性エタノールで抽出した。この粗抽出物をSep-
 hadexG-50によりゲル濾過して2つのピークを得たが分子量の大きいものをピーク1,小さい
 ものをピーク皿とした。さらに,グルカゴン抗体一Sepharose2B結合体を用いたアフィニティ
 ー クロマトグラフィーによりピーク1,皿を免疫学的に精製した。2.インスリン分泌能と血糖
 上昇作用正常雑種犬4頭をネンブタール麻酔下に開腹し,膵動脈にTカニ二一レを挿入し,膵
 静脈および股動脈にポリエチレンカテーテルを刺入した。精製したピーク1,皿を2ng/分1で
 10分間丁カニューレから膵動脈に注入し,経時的に膵静脈,股動脈から採血しそれぞれインス
 リン(IRI)および血糖を測定した。対照としてピーク1,皿を溶解した緩衝液およびブタ膵結
 晶グルカゴンを膵動脈に注入した。3.脂肪分解作用このためにはウィスター系ラットの副睾
 丸脂肪組織片を用いた。メジウムには3%ウシ血清アルブミンおよび1mg/をnぞのブドウ糖を含
 み,95%02-5%CO2混合ガスを充分にふき込んだKrebs-Ringer-bicarbonate緩衝液を
 使用し,この中に精製したピーク1,皿または膵グルカゴンを5ng/hlぞになるように加え,
 37℃で2時間艀置した。卿置の前後にメジウム中のグリセロール,遊離脂肪酸(FFA),ブドウ
 糖を測定した。対照としては各サンプルの溶解液のみを加えた。
実験成績
 1.抽出と精製粗描出物中には,GI、1およびインスリンが蛋白1mg当りそれぞれ37.69
 ng,2.68μU含まれていた。ゲル濾過により得たピーク1とピーク皿のGLI含有量は蛋白1
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 mg当りそれぞれ987,23,983.74ngであった。さらに,アフィニティークロマトグラフィー
 によりピーク1,皿のGLI含量は蛋白1mg当り2378.60,3540・50ngとなり,粗抽出物
 に比べてそれぞれ63、1倍,93.9倍に純化され,これらにはインスリンは検出されなかった。ま
 た,粗抽出物とピーク皿についてDEAE-SephadexA-25によるイオン交換.クロマトグラフィー
 を行うと,両者とも単一な物質でなく荷電状態の異なった数種の成分が含まれていた。2、イン
 スリン分泌能と血糖上昇作用麻酔犬の膵動脈に対照として緩衝液のみを注入した場合には,膵
 静脈中のIRIおよび股動脈中の血糖値に殆んど変化はみられなかった。ピーク1を注入したさ
 い,血糖値には変動はなく,IRIは軽度の上昇はみられたが,有意の変化ではなかった。ピー
 クH投与のさい,血糖は投与前の104土4,0(M±SE)から投与開始後上昇し15分で127
 ±10.Omg/100m6と頂値に達した(p〈0・05)。IRIも投与前の112±36・0から投与に
 より増加し,6分後には頂値905±81.0μU/m盈こ達した(p〈0.01)。膵グルカゴン投与
 の場合,血糖値は118±11.0から上昇し20分後に132土6.5に達し,IRIは112±:26、0
 から10分後に831±146・0と頂値に達し,いずれも有意の上昇であった。3.脂肪分解作用
 ピーク1の場合,グリセロール放出量は0.981±0・170μM/g・2hで対照の0.693±0.058
 に比べると推計学的に有意な変化であるが,膵グルカゴンの4.258±1.330に比べると明らか
 に低く(p<0・05),FFA放出量は対照0.104±u、020に対しては0・194±0.048と上昇して
 いるが,膵グルカゴンの3・393士2・296に対しては極めて低かった。ピークHについては1グ
 リセロール放出量は0.857±0、144と対照群と有意の差はなく,FFA放出量は0.216±0、039
 で対照よりや㌧高値を示しているが(p〈0.01),膵グルカゴンに比較してその値は極めて低か
 った。なお,対照,ピーク1,皿,膵グルカゴンの4群間でいずれの間にも,脂肪組織のブドウ
 糖利用に関しては差はみられなかった。
結論
 1.GLIはゲル濾過により分子量の大きいピーク1と小さいピーク皿に分離され,免疫学的
 精製法によりその純度はそれぞれ2379,3541ng/㎞gProteinとなった。2,ピークH
 には明らかにインスリン分泌能と血糖上昇作用が認められたが,ピーク1にはみられなかった。
 3.分子量の異なる両成分ともに脂肪分解作用がみられたが,その作用は膵グルカゴンに比較し
 て極めて微弱であった。
 一71一
 審査結果の要旨
 抗膵グルカゴン血清と交差反応を示す腸管由来の物質(GLI)の生物学的作用については相
 反する成績があり未だ定見をみない。そこで著者は,大小腸粘膜から抽出し出来るだけ精製した
 GLIを用いて犬,ラットでインスリン分泌能,血糖上昇作用および脂肪分解作用を観察した。
実験方法
 111GLIの抽出及び精製犬小腸粘膜から酸エタノールで抽出した粗描出物をSephadexG-
 50でゲル濾過し2つの分画を得た。溶出の順にピーク1,Hとした。次に,抗グルカゴンrグ
 ロブリンを配位子にしたアフィニティークロマトグラフィーにより,ピーク1,Hを免疫学的に
 精製した。121インスリン分泌能及び血糖上昇作用犬の膵潅流標本を用いて,膵動脈に精製した
 GLIを定速注入し,膵静脈に流出されるインスリン量を測定し,同時に,大腿動脈における血
 糖の変化を検討した。13)脂肪分解作用ラット副睾丸脂防織片をKrebs-Ringer-bicarbonate
 緩衝液中に2時間騨置し,この緩衝液にGLIを一定量加えて,遊離脂肪酸(FFA)及びグリ
 セロールの放出量を観察した。
成績
 〔1}精製最終的にはピークL皿は夫々g,389,3、541μ9GLI/解の抽出物となった。
 {2〕インスリン分泌能ピーク1のインスリン分泌能は極めて弱いが・ピークHのそれは膵グルカ
 ゴンと略々同様に強力であった。131血糖上昇作用ピーク丑は膵グリカゴン同様に血糖を上昇さ
 せたが,ピーク1にはこの作用はなかった。{4〕脂肪分解能ピーク1,豆ともに脂肪組織から
 FFA及びグリセロールの放出を促進させたが,膵グルカゴンの作用に比較すると両者ともその
 作用は極めて微弱であった。
結論
 GLIは分子量の異る2つの成分に分離された。分子量の小さな成分は血糖上昇作用及びイン
 スリン分泌能を有し,また,微弱ながら両成分ともに脂肪分解能も認められた。
 上記論文の内容は学位を授与するに値するものと認める。
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